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(54) Verf ahren zur Eriassung von Oberilachenantigenen Oder Strukturmerkmalen von Zellen, 
Partikeln Oder Makromolekulen 



(57) Werden Zellen. Partikel Oder MakromolekQIe 
mit fluoreszenzmarWerten Antikorpern Oder Uganden 
fluoreszenzmarkiert und in lichtdurchlassigen Reakti- 
onsgefaBen einem fUssigen oder gelartigen Medium 
aufgeschichtet und zentrifugiert, so kommt es zu einer 
Sedimentation und/oder Auftrennung der Bestandteile 
im Medium. GegenQber einer Uchtquelle (6) mitfluores- 
zenzanregendem Spektrum entstehen Fluoreszenz- 
bandenmuster, die visuell erfaBt oder rritlels Scanner 
Oder CCD-Sensor registriert werden. AJternativ kann 
wahrend der Zerrtrifugation eine orts- und/oder zeitauf- 
geloste Fluoreszenzmessung durch Zentrifugalanalyse 
ertolgen. Dabei erzeugt eine stationare oder radiflr 



FIG.I 



bewegliche Optik (6,7,8) einen punktfflrmigen mono- 
chromatischen Anregungsstrahl, der beim Auftreffen 
auf f luoreszenzmarkierte Bestandteile im Medium eine 
Fluoreszenzlichtemiseion erzeugt, die durch einen 
Fluoreszenzdetektor (7) erfaBt wird, der auf den jeweili- 
gen Anregungsort im Medium fokusiert ist. Dabei ist 
gewahrteistet, da8 wahrend der ZentrHugation jeweils 
innemalb einer Rotorumdrehung die Fluoreszenzirrten- 
sitat in alien fichtdurchlassigen ReaktionsgefaGen (3) 
erfaBt wird. Die Steuerung ubernimmt eine Zentralein- 
heit. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und erne Vor- 
richtung zur Erfassung von Oberflachenantigenen Oder 
Strukturmerkmalen von Zellen. ParSkeln oder Makro- 
molekoien. 

Werden Vollblut, Leukozytenkonzentrat, mononu- 
Meare Zellen (nach Dichtegradientenzentriiugation aus 
Vbllblut), piattehenreiches Plasma, subzellulare Partikel 
Oder MakromolekOle (ON A, RN A) mil f luoreszenzmar- 
kierten Antikorpern Oder Liganden inkubiert, die spezi- 
fisch gegen Oberflachenarrtigene Oder Struktur- 
merkmale dieser Bestandteile gerichtet sind. so binden 
die fluoreszenzmarWerten Antikorper oder Liganden 
sich spezrfisch an korrespondierende Oberflachenanti- 
gene oder Strukturmerkmale dieser Bestandteile. Oabei 
kann bei Bedarl eine Mehrfachmarkierung vorgenom- 
men werden, z.B. indem man Antikorper oder Liganden 
unterschiedlicher Spezifitat mit verschiedenen Ruoro- 
chromen koppelt, die bei Anregung Ruoreszenzlicht 
unterschiedlicher Wellenlangen erzeugen. Wird ein der- 
artiger Reakfjonsansatt in lichtdurchlassigen Reakti- 
onsgefaSen einern flOseigen ode. geiariigen Medium 
(z.B. aus Mikroglaskugelchen, Latexpartikeln, Dextran 
Oder Zellulose) aufgeschichtet und anschlieBend zentri- 
fugiert, so sedimentieren die Bestandteile im Medium 
gemaS ihren unterschiedlichen physikalischen Eigen- 
sehaften und gema8 der PorengrOBe im Gel unter- 
schiedlich schnell, sodaB sich idealerweise eine 
bandenartige Auftremung der Bestandteile abzeichnet. 
Die verschiedenen Banden reprasentieren z.B. unter- 
schiedliche Zellen, die mit Ausnahme der roten Zellen 
keine Eigentarbe besitzen und somit bei Tageslicht nicht 
sichtbar sind. Durch die spezifische Markierung von 
Oberflachenantigenen mit fluoreszenzmarkierten Anti- 
kOrpern konnen alle Banden mitfluoreszenzmarkierten 
Bestandteilen (Zellen) gegenuber einer' Lichtquelle mit 
fluoreszenzanregendem Spektrum sichtbar gemacht 
werden. Die Abtesung der Ruoreszenzbanden kann 
nach AbschluB der Zentrifugation visuell oder masehi- 
nell ertolgen. Dabei konnen die lichtdurchlassigen 
ReaktionsgefaBe Qber einen Scanner mit einer beweg- 
lichen Optik, die einen punktfOrmigen monochromati- 
schen Anregungsstrahl erzeugt und einen 
Fluoreszenzdetektor, der auf den jeweiligen Anre- 
gungsort im ReaktionsgefaG fokusiert ist, abgescannt 
werden. Die Fluoreszenzintensitat Ober den Reaktions- 
gefaBen wird ortsauflOsend erfaBt. Alternativ kann das 
Fluoreszenzmuster mit dem CCD-Sensor einer Kamara 
erfaBt werden und Ober ein nachgeschaltetes Compu- 
terprogramm ausgewertet werden. Eine weitere Detek- 
tionsmaglichkeit ist uber eine Zentrifugalanalvse 
moglich. Dabei werden die Fluoreszenzintensitaten 
Qber den ReaktionsgefaBen, die in radiarer Anordnung 
auf e'nem Rotor angeordnet sind, mittels einer stationa- 
ren oder radiar beweglichen Optik wahrend der Zentri- 
fugation orts- und/oder zeitaufgelost registriert. Die 
Optik erzeugt dabei einen punktfOrmigen monochroma- 



tischen Anregungsstrahl, der auf das Medium innerhalb 
der lichtdurchlassigen ReaktionsgefaBe ausgerichtet 
ist Trifft der Strahl auf fluoreszenzmarkierte Bestand- 
teile, wild eine ungerichtete Ruoreszenzstrahlung 

5 erzeugt, die durch einen Ruoreszenzdetektor erfaBt 
wird, der auf den jeweiligen Anregungsort im Reaktions- 
gefaB fokusiert ist. Bei der Zentrifugalanalyse. die ein 
bekanrrtes Ratjonalisierungsprinzip darsteUt konnen 
mehrere Messungen zeitgleich erfolgen und ausgewer- 

,o tet werden. 

Aus EP 0194212 B1 ist ein Verfahren zum Nach- 
weis einer Erythrozyten-Agglutination bekannt, bei dem 
eine Mischung von Serum und roten Blutkorperchen 
nach einer Inkubation in ein Gelmilieu gegeben wird, 

15 das antikorperhaltjg oder antikerperfrei ist. Diese 
Mischung wird im weiterem Verlauf Sedimentati'onsbe- 
dingungen unterworfen, die eine Trennung von Serum 
und roten Blutkorperchen gewahrleisten. einen Kontakt 
von Blutzellen und ArttikOrpern im Gel ermOglichen und 

20 agglutinierte Erythrozyten zuruckhalten, wahrend nicht 
agglutjnierte Erythrozyten im Gel sedimentieren. Auf- 
grund der Eiqenfarbe der Erythrozyten wird das unier- 
schiedliche Sedimentationsverhatten von isolierten 
Erythrozyten und Aggluttnaten visuell abgelesen. Die 

» Agglutination beruht auf eine Antigen-AntikOrperreak- 
tion, die zu einer Vernetzung der beteiligten Zellen fohrt 
mit Ausbildung grOBerer Agglutinate, die das Gel nicht 
passieren konnen. Diese Methode findet in der Blut- 
gruppenserologie Anwendung. 

30 Zur Bestimmung der Antigenitat von Blutzellen mit- 
tels fluoreszenzmarkierter Antikorper ist das verfahren 
der DurchfluBzytometrie etabliert. Hierbei durchstrS- 
men marWerte Zellen hintereinander eine dOnne Kapil- 
lare, die zentral von einem Laserstrahl durchleucntet 

35 wird. Passiert eine Zelle den Laserstrahl entstehen 
Streulicht- und Ruoreszenzimpulse, die Ober Detekto- 
ren erfaBt werden. Die Streulichtirnputee ermOglichen 
eine Zuordnung der Zellart Die Fluoreszenzimpulse, 
die durch Bindung spezifischer fluoreszenzmarkierter 

40 Antikorper entstehen, erlauben den Nachweis von 
Oberflachenantigenen der Zelle. Das Verfahren der 
DurchfluBzytometrie hat sich u.a. bei der Immunphano- 
typisierung der Leukamien, der HLA-Typisierung vor 
TransplantarJonen, dem CD34-Monitoring im Rahmen 

4S der Blutstammzellseparatjon und der Bestimmung von 
Thrombozytenarrtigenen bewahrt. 

Das Verfahren der Zentrifugalanalyse wurde von 
Norman G. Anderson bereits in den sechziger Jahren in 
Analytical Biochemistry, Vol. 23, 207-218 (1968) unter 

so dem Trtel "Analytical Techniques for Cell Fraktions' und 
in Science, Vol. 166, 317-324, (1969) unter dem Trtel 
"Computer Interfaced Fast Analyzers" beschrieben. Bei 
der Zentrifugalanalyse werden Untersuchungsmaterial 
und Reagenzien primar in getrennte Kammern eines 

55 KOvettenrotorsystems gebracht. AnschlieBend werden 
sie durch Anzentrifugieren in der MeBkammer des 
KOvettenrotorsystems zusarnmengefohrt. Die Messung 
der Uchttransmission im Reaktionsansatz erfolgt in der 
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Art, daB jewels innertialb einer Roiorumdrehung die 
Uchttransmissionswerte aller MeSkammern photome- 
trisch regisfriert werden. Somit wird insbesondere durch 
die Zentrifugalanalyse errnoglicht, sine erhebliche 
Anzahl von gleichen Untersuchungen parallel neben- 
einander her ablaufen zu lassen. 

In vielen folgenden Patentanmeidungen, z.B. US 
41 35883. US 3713775, DE 3044385 A1. DE 3314961 
A1 wurde Im Zuge der WatererrtwicWung dieses Analy- 
senprinzips die Form der Rotoren immer komplizierter 
gestaltet Oder die Rotortemperierung wurde weitestge- 
hend optimiert. In US 3713775 wurde zudem der Ein- 
satz von Vollblut im Sinne einer weiteren Automatisation 
vorgesehen. Dabei findet in einer integrierten Zerrtri- 
fuge eine Fraktionierung der zellularen Bestandteile und 
des Serums statt. 

In US 5 525 240 wird eine Vorrichtung und ein Ver- 
fahren offenbart, bei dem die Zentrif ligation eines f lussi- 
gen Gemisches in einem ZemrifugenrOhrchen in der 
Absicht erfolgt, Komponenten desflOssigen Gemisches 
mit unterschiedlieher Sedimentalionsrate zu separie- 
ren. Dazu wird das Gemisch vorab mit Testpartikel ver- 
setrt, die f luoreszenzrrsrkiert sind und die iri etwa das 
gleiche Sedimentationsverhatten aufweisen, wie die 
eigentiich irtteressierenden Bestandteile des Gemi- 
sches. Die Sedimentation der Testpartikel wird wahrend 
der Zentrrfugation verfolgt Ober ein Laser-Array mit kor- 
respondierenden Photodektoren, die in fixierter radiarer 
Ausrichtung das ZemrifugenrOhrchen mit dem Gemisch 
wahrend der Zentrrfugation umgeben. Auf die Weise 
kann eine Detektion des Sedimentationsverhaltens der 
Testpartikel im Rfihrchen statffinden. Die Zentrifugen- 
geschwindigkeit und Zentrifugationsdauer wird in 
Abhangigkeit des Sedimentalionsverhattens der Test- 
partikel gesteuert, sodaB insgesamt eine optimale 
Separation der interessierenden Bestandteile erzielt 
wird. 

In US 3 679 367 wird eine Vbnrichtung zur Messung 
des Partikelanteils (Packed Volume) am Gesamtvolu- 
men eines tlflssigen Gemisches offenbart. Dabei wer- 
den z.B. Blutproben Qber eine spezielle axiale 
EinfOnrungsvorrichtung nacheinander in ein kontinuier- 
lich laufendes Zerrtrifugenrotorsystem geladen. Im Zen- 
trifugenrotor werden die Blutproben unter der 
Einwirkung der Zentrtfugalkraft in eine peripher lokali- 
sierte Kapillarkammer betordert. Diese ist offenendig 
und hat eine serpentjnenartige radiar ausgerichtete 
Konfiguration, d.h. die Kapillare I8uft in sich zurQck und 
bildet peripher eine Auffangschlerfe aus. Dadurch wird 
erzielt, daB ein fixes Volumen der zugefOhrten Blut- 
probe in der SchleWe retiniert wird. In der Folge trrtt 
unter der Einwirkung der Zentrifugalkraft eine Sedimen- 
tation der fasten Bestandteile der Blutprobe ein. Qber 
eine OptJk mit einer Lichtquelle und einem Lichtsensor, 
die in Hone der KapiilarschleHe zu beiden Seiten des 
Zentrifugenrotors angebracht sind, wird der Sedimenta- 
tionsvorgang abgescannt. Dabei ist in den Strahlen- 
gang ein Ober einen Motor drehbarer Spiegel 



angebracht, der eine Ablenkung des Lichtstrahles Ober 
die voile Unge der Kapillarschleife errnoglicht. Eine 
nachgeschaltete Elektronik gewahrleistet die Auswer- 
tung der Sedimerrtationsergebnisse und die Errech- 

s nung des "Packed volume'. 

Aus DE 4041554 C2 ist ein Verfahren zur Zentrifu- 
galanalyse bekannt, bei dem die Sedimentationskinetik 
von Blutzellen, Hamagglutinaten und AntjgenAntikar- 
perkomplexen unter Einwirkung von Zentrifugalkraften 

w regisfriert wird. Dabei wird speziell eine licrttoptisehe 
Messung durch mehrere stufenweise radiar angeord- 
nete Photometer, Ref lektometer bzw. Zeilendioden oder 
Ober ein radiar bewegliches Photometer bzw. Ref lekto- 
meter Qber der gesamten MeRkammer durchgefQhrt. 

w Beim Verfahren nach EP 0194212 B1 findet eine 
Bestimmung von Oberflachenanfjgen oder Struktur- 
merkmalen von Erythrozyten durch eine Agglutnations- 
reaktion unter Verwendung nichtmarkierter 8pezifischer 
Arrfikorper statt. Nur aufgrund der Eigenfarbe der Ery- 

so throzyten kann eine AWesung des Sedimentationsver- 
haltens dieser Zellen erfolgen. Bestandteile ohne 
Eigenfarbe sind einer Untersuchirg hierbei nichi 
zuganglich. Als Standardverfahren zur Erfassung von 
Oberflachenantigenen oder Strukturmerkmalen von 

25 Zellen, Partikeln oder MakromolekQIen unter Verwen- 
dung fluoreszenzmarWerter AntikOrper oder Liganden 
giH die oben beschriebene DurchfluBzytometrie. Trotz 
ihrer gut reproduzierbaren Ergebnisse ist die DurchfluB- 
zytometrie als ein technisch aufwendiges und kosten- 

30 und zeitJntensives Verfahren einzustufen, welches 
immer nur die gleichzertkje Durchf Qhrurtg einer einzigen 
Analyse erlaubt. Bei einer grOBeren Analysenzahl wer- 
den rasch die Grenzen dieser Methode erreicht. Alle 
aufgefOhrten Verfahren zur Zentrifugalanalyse sind zur 

35 Erfassung von Oberflachenantigenen oder Struktur- 
merkmaien von Zellen, Partikeln oder MakromolekQIen 
unter Verwendung spezifischer fluoreszenzmarkierter 
Antikorper oder Liganden nicht geeignet. In DE 
4041554 C2 erfolgt zwar eine ortsaufgeloste Transmiss- 

40 ions- bzw. Reflexionsmessung in den Meflkammem 
von KOvetten, jedoch ist keine Aufschichtung der 
Bestandteile Qber ein flQssiges oder gelartiges Medium 
vorgesehen, soda 13 auch keine bandenartige Auftren- 
nung der Bestandteile erfolgt. DarOberhinaus ist in kei- 

45 nem der aufgefOhrten Verfahren 2ur Zentrifugalanalyse 
eine ortsaufgeloste Messung der Fluoreszenzintensitat 
vorgesehen. Letzteres setzt eine radiar bewegliche 
Optik voraus, die eine punktformige monochromatische 
Anregungsstrahlung erzeugt in einem fluoreszenzanre- 

so gendem spektralem Bereich und einen Fluoreszenzde- 
tektor beinhaitet. der auf den jeweiligen Anregungsort 
im Medium fokusiert ist und der Qber einen Errfssions- 
monochromator verfugt, der nur im spektralen Bereich 
des erzeugten Fluoreszenzlicht durchiassig ist, und die 

ss WellenlangedesAnregungsstrahlsurrterdruckt. 

Der Ertindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Ver- 
fahren und eine Vorrichtung anzugeben, welches zur 
Erfassung von Oberflachenantigenen oder Struktur- 
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merkmalen von Zellen, Parti keln oder Makromolekulen 
unter Verwendung spezHischer fkioreszenzmartderter 
Antikfirper oder Uganden geeignet ist und daruberhin- 
aus technisch einfach realisiert warden kann und einen 
hohen Probendurchsatz ermoglicht. 

Die Aufgabe wind erfindungsgemaB dadurch gelflst, 
daB eine Fluoreszenzmarkierung von Oberffichenanti- 
genen oder Strukturmerkmalen von Zellen, Partikeln 
Oder MakromolekOlen stattfindet, urtd zvrar durch Inku- 
bation mit Reagenzien, die fluoreszenzmarWerte Anti- 
kflrper oder Uganden beinhalten. Die fluoreszenz- 
markierten Bestandteile warden anschlieBend einem 
flOssigen oder gelartigen Medium aufgeschiehtet, das 
sich in lichtdurchlassigen ReaktionsgefaBen befindet. 
Die lichtdurchlassigen ReaktionsgefaBe werden z.B. in 
einer radiaren Anordnung auf einem Rotor zentrifugiert, 
sodaS eine Sedimentation und/oder Auftrennung der 
fluoreszenzmarkierten Bestandteile im Medium resul- 
tiert. Alternativ konnen auch nichtmarWerte Zellen, Par- 
tikel oder MakromolekOle in lichtdurchlassigen 
ReaktionsgefaBen auf ein flussiges oder gelartiges 
Medium aufgeschiehtet werden, in das fluoreszenzmar- 
Werte Antikerper oder Uganden geiosi sind. Bei Zentri- 
fugation der lichtdurchlassigen ReaktionsgefaSe z.B. in 
einer radiaren Anordnung auf einem Rotor tritt eine 
Sedimentation und/oder Auftrennung der Bestandteile 
ein. Schon wahrend der Zentrifugation treten die 
Bestandteile im Medium in Korttakt mil fluoreszenzmar- 
kierten Antikorpern oder Uganden. sodaB eine Fluores- 
zenzmarkierung stattfindet. Nach der Zentrifugation 
findet durch eine Uchtquelle mrt einem fluoreszenzan- 
regenden spektralen Bereich eine Fluoreszenzanre- 
gung der fluoreszenzmarkierten Bestandteile in den 
lichtdurchlassigen ReaktionsgefaBen statt. Dabei tritt 
eine ortsaufgeloste Anderung der Ruoreszenzirrtensitat 
im Medium auf, z.B. mit spezifischen Bandenmustem, 
die visuell ausgewertet werden konnen oder uber einen 
Scanner mit einer beweglichen Optik, die einen punkt- 
formigen monochromatischen Anregungsstrahl erzeugt 
und einen Fluoreszenzdetektor beinhaltet, der auf den 
jeweiligen Anregungsort im Medium fokusiert ist, 
abgescannt werden. Alternativ kann das Fluoreszsnz- 
muster mit dem CCD-Sensor einer Kamara erfeBt wer- 
den und nach der Digitalisierung Ober ein nach- 
geschaKetes Computer programm ausgewertet werden. 
Neben einer Auswertung der orteaufgelosten Fluores- 
zenzintensrtat nach AbschluB der Zentrifugation ist 
auch eine Auswertung wahrend der Zentrifugation Ober 
eine Zentrifugalanalyse moglich. Dabei werden die 
Ruoreszenzintensitaten Qber den ReaktionsgefaBen, 
die in radiflrer Anordnung auf einem Rotor angeordnet 
sind, mittels einer stationaren oder radiar beweglichen 
Optik wahrend der Zentrifugation oils- und/oder zeitauf- 
getost registriert. Die Optik erzeugt dabei einen punkt- 
formigen monochromatischen Anregungsstrahl, der auf 
das Medium innerhab der lichtdurchlassigen Reakti- 
onsgefaSe ausgerichtet ist. Trim der Strahl auf fluores- 
zenzmarkierte Bestandteile, wird eine ungerichtete 



Ruoreszenzstrahlung erzeugt, die durch einen Ruores- 
zenzdetektor erfaSt wind, der auf den jeweiligen Anre- 
gungsort im ReaktionsgefaB fokusiert ist. Dabei ist 
gewahrleistet, daB wahrend der Zentrifugation jeweils 

s innerhalb einer Rotorumdrehung die Fluoreszenzirrten- 
sitatswerte in alien lichtdurchlassigen Reaktionsgefa- 
Ben erfaBt werden und daB bei radiarer Bewegung der 
Optik eine orts- und zeftaufgeloste Messung der Ruo- 
reszenzintensitaten Qber den ReaktionsgefaBen erfolgt. 

to Die Steuerung des Rotors, der radiaren Bewegung der 
Optik und die MeBwertaufnahme erfolgt Qber eine 
Schnittstelle durch eine Zentraleinhefl Die Zentralein- 
hert gewahrleistet weiter die Verarbeitung der MeS- 
werte. 

is Die mit der Erf indung erzielten Vorteile gegenuber 
dem bisherigen Standardveriahren der DurchfluBzyto- 
metrie sind in der einfachen Technik begrundet die 
einen hohen Probensatz bei geringem Kbstenaufwand 
ermoglicht. 

so Ein Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung ist in der 
Zeichnung dargestellt und wird im folgenden naher 
beschrieben. 

Rg.l zeigt einen Querschnrtt durch eine Vorrichtung 
zur automatischen Auswertung des Verfahrens, wobei 

» die wesenttichen Bestandteile herausgestellt werden. 
Auf die Darstellung bekanrrter Automatisationsmecha- 
nismen wurde bewuBt verzichtet. 

Rg.ll zeigt drei verschiedene Phasen des verfah- 
rensgemaSen ReakSonsaWaufes in drei lichtdurehlassi- 

30 gen ReaktionsgefaBen in vergroBerter Darstellung. 

In Rg.l ist ein Rotor (2) befestigt auf der Achse 
eines Motors (1) dargestellt Der Rotor (2) ist in einer 
zylinderformigen Einfassung (4) positioniert, die pelMer- 
elementgesteuert (5) beheizt wird. In den Rotor (2) sind 

35 radiare Aussparungen eingelassen zur Aufnahme von 
lichtdurchlassigen ReaktionsgefaBen (3). Eine Optik, 
bestehend aus einer monochromatischen Uchtquelle 
(6), einem Fluoreszenzdetektor (7) und einer Halterung 
(8) ist beweglich gelagert und radiar uber eine Zahn- 

40 stange (9) und einen Schrrttmotor (1 0) Ober den Rotor- 
radius verschJebbar. 

In Rg.ll sind drei lichtdurchlassige Reaktionsge- 
faSe in einer vergrOBerten Darstellung Qbereinander 
angeordnet. Die lichtdurchlassigen ReaktionsgefaBe 

45 sind einseitig verschlossene Kapiilaren, die an der off e- 
nen Seite konisch aufgeweitet sind und hier Qber 
getrennte Kammem zur Aufnahme von Probe und Rea- 
genz verfOgen. Die Kapiilaren sind bis auf die konische 
Aufweitung mit einem Medium vorgefOIH. Der obere 

so Meniskus des Mediums ist am inneren Konusrand 
angedeutet. Im oberen ReaktionsgefaB sind in den 
getrenrrten Kammern eine ZeBsuspension und ein Rea- 
genz mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern vorgelegt. 
Dies ist der Ausgangszustand vor Zentrifugation. Im 

55 mittieren ReaktionsgefaB ist die Situation zu Beginn der 
Zentrifugation dargestellt. Jetzt werden die Zellsuspen- 
sion und das Reagenz in die konische Aufweitung 
geschleudert und dem Medium aufgeschiehtet. Hierbei 
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vermischt sich die Zelbuspension mit dem Reagenz 
und es findet eine Ruoreszenzmarkierung der Zeilen 
statt. Im unteren ReaktionsgefaB ist die Sedimentation 
der fluoreszenzmarWerten Zetlen im Medium nach Ian- 
gerer Zentrifugation dargestelit. Dabei sind unter- 
schiediiche Zellarten im Medium urrterschiedlich weit 
sedimentiert, sodaS zettspezitische Banden entetehen. 
Trim wahrend der Zentritugalanafyse bei der radiaren 
Bewegung der Optik ein monochromatischer Lichtstrahl 
eines f luoreszenzanregenden spektralen Bereiches auf 
eine fluoreszenzmarkierte Zelle, so entsteht Ruores- 
zenz- und Streulicht Der Strahlengang ist angedeutet 

Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Erfassung von Oberf lachenantjgenen 
Oder Strukturmerkmalen von Zellen, Partikeln Oder 
Makromolekulen, bei dem die zu untersuchenden 
Bestandteile mittels fluoreszenzmarkierter Antikdr- 
per Oder Liganden einfach- Oder mehrtachfluores- 
zenzmarWert werden, 

dadurch gekennzeichnet, da8 in lichtdurchlassigen 
ReaktionsgofaBefi flucrsszenzriiarkierie Bestand- 
teile einem flDssigen Oder gelarrjgen Medium auf- 
geschichtet werden oder nichtmarkierte Bestand- 
teile einem flussigen Oder gelartigem Medium mit 
fluoreszenzmarWerten Antikorpem oder Liganden 
autgeschichtet werden, daS eine Zentrifugation der 
ReaktionsgefaBe auf einem Rotor die Sedimenta- 
tion und/oder Auftrennung der Bestandteile im 
Medium verursacht und bei primarer Autschichtung 
nicht markierter Bestandteile auf ein fiossiges oder 
gelartiges Medium mit fluoreszenzmarWerten Anti- 
korpem oder Liganden eine Bindung zwischen den 
nichtmarkierten Bestandteilen an die fluoreszenz- 
markierten Arttikdrper Oder Liganden eintrrtt, daB 
die Sedimentation und/oder Auftrennung der fluo- 
reszenzmarkierten Bestandteile im Medium bei 
Anregung mit Licht eines fluoreszenzanregenden 
spektralen Bereiches mit einer oris- und/oder zeit- 
autgelosten Anderung der Ruoreszenzintensitat im 
Medium einhergeht, die errtweder nach AbschluB 
der Zentrifugation gegenQber einer Lichtquelle mit 
fluoreszenzanregendem Spektrum visuell abgele- 
sen oder uber Scanner oder Kamara maschinell 
erfaSt wird oder deren Registrierung wahrend der 
Zentrifugation durch Zentr'rfugalanalvse erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB bei der Zentrifugal- 
analyse neben einem Rotor zur Aufnahme licht- 
durchlassiger ReaktionsgefaBe eine stationare 
oder radiar bewegliche Optik eingesetzt wird. die 
eine punktformige monochromalische Anregungs- 
strahlung in einem fluoreszenzanregenden spek- 
tralen Bereich erzeugt und die Fluorescein- 
detektoren beinhaltet, die auf den jeweiligen Anre- 
gungsort in den lichtdurchlassigen Reaktionsgefa- 



Ben fokusiert sind und nur im spektralen Bereich 
des Ruoreszenzlichtes empfindlich sind und daB 
die Optik wahrend der Zentrifugation jeweils inner- 
halb einer Rotorumdrehungdie Ruoreszenzintensi- 

5 tatswerte in alien lichtdurchlassigen Reaktions- 
gefABen erfaBt und bei radiarer Bewegung eine 
orts- und zeitaufgeldste Messing der Ruoreszen- 
zintensitaten uber der gesamten Lange der licht- 
durchlassigen ReaktionsgefaBe ermoglicht, oder 

to daB bei einer stationaren Optik ein radiar bewegli- 
cher Rotor realisiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, daB orts- und zeitgleich 
'5 zur Messung der Ruoreszenzintensitat im Reakti- 
onsgefaB zusatzlich eine Messung der Lichttrans- 
mission oder der Licmreflexion erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 

20 dadurch gekennzeichnet, daB die zu untersuchen- 
den Bestandteile unabhangig von der notwendigen 
RuoreszenzmarWerung ynr der Aufschicftiung auf 
das Medium eine Reaktion mit weiteren Substraten 
eingehen oder wahrend der Zentrifugation eine 

ss Reaktion mit weiteren im Medium geldsten Sub- 
straten eingehen, die errtweder lysierende Wirkung 
entfalten, das Sedimentationsverhalten der 
Bestandteile verandern, eine funktionsakfjvierende 
Wirkung ausldsen oder die Bindung der fluores- 

30 zenzmarkierten Arrtikorper Oder Liganden beein- 
flussen. 

5. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Veriahrens nach 
Anspruch 1,2,3 Oder 4 m'rl einem motor- oder 

as schrittmotorgetriebenen (1) Rotor (2), in den radiar 
angeordnete Aussparungen eingelassen sind, die 
zur Aufnahme von lichtdurchlassigen Reaktionsge- 
faBen (3} dienen und mit einer Optik (6,7,8) zur 
Messung der Ruoreszenzintensitat, 

40 dadurch gekennzeichnet, daB die Optik (6,7,8) sta- 
tioner oder radidr beweglich angeordnet ist und 
eine Lichtquelle (6) mit einem monochromatischen 
punktfdrmigen Anregungsstrahl und einem auf den 
Anregungsort im ReaktionsgefaB (3) fokusierten 

45 Ruoreszenzdetektor (7) beinhaltet. 

6. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
Anspruch 1,2,3 oder 4 mit einem motor- oder 
s«*rfttmotorgetriebenen (1) Rotor (2), in den radiar 

so angeordnete Aussparungen mit vertikalen Licht- 
schlitzen eingelassen sind, die zur Aufnahme von 
lichtdurchlassigen ReaktionsgefaBen (3) dienen 
und mit einer Optik (6.7,8) zur kombinierten Mes- 
sung der Ruoreszenzintensitat sowie der Licht- 

55 transmission oder Lichtreflektion, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Optik (6,7,8) sta- 
tionar oder radiar beweglich angeordnet ist und 
eine Lichtquelle (6) mit einem monochromatischen 
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punkrformigen Anregungsstrahl und Fluoreszenz- 
sowie Uchttransmissions- Oder U'chtreflektionsde- 
tektoren (7) beinhaltet, die auf den Anregungsort im 
ReaktionsgefaG (3) fokusiert sind. 

s 

7. Vorrichtwg nach Anspruch 5 oder 6, 

dadurch gekennzeichnel, daS der Rotor (2) in einer 
zylinderformigen Einfessung (4) posiiioniert ist, 
deren Material eine hohe Warmeleitfahigkeit besitzt 
und deren Temperatur petSereiementgesteuert (5) io 
eirtgestelltwird. 

8. Vorriehtung naeh Anspruch 5. 

dadurch gekennzeichnel daB die Optik (6,7,8) aus 
einer monochromatischen Uchtquelle (6), z.B. in is 
Form eines Lasers, aus a'nem Fluoreszenzdetektor 
(7) mit Emissionsmonochromator, Photomultiplier 
Oder Fotodiode bzw. Fototransistor sowie aus einer 
Hatterung(8)besteht. 

9. Vorriehtung nach Anspruch 5 Oder 6, 

dadurch gekennzeichnel daB die Optik (6,7,8) auf 
einer Zahnstange (S) befesiigt schr'rttmotorgetrie- 
ben (10) radiar zur Ausrichtung des Rotors (2) 
bewegt werden kann. ss 



stem ein Mechanismus zur automatischen Auf- 
nahme bzw. zum Abwurf von Pipettenspitzen 
integriert ist fur einen Pipettenwechsel zwischen 
den Pipettierschritten. 

16. Vorriehtung nach Anspruch 5,6,13,14 Oder 15, 
dadurch gekennzeichnel, daB der Dosierer des 
Pipettiersysterns Ober einen Dilutor verfugt, der 
Volumina bis zu 2 nJ ausreichend genau zu dosie- 
ren vermag. 

17. Vorriehtung nach Anspruch 5 oder 6, 

dadurch gekennzeichnet, daB in die Vorriehtung 
beheizte Inkubatorblocke zur Aufnahme von Unter- 
suchungsmaterial und Reagenzien integriert sind. 



10. Vorriehtung nach Anspruch 5 Oder 6, 

dadurch gekennzeichnet, daB die ReaktionsgefaBe 
(3) aus einseitig verschlossenen Kapillaren beste- 
hen, die an der offenen Seite konisch aufgeweitet 30 
sind und hier optional getrennte Kammern zur Auf- 
nahme von Probe und Reagenz integriert werden 
konnen, die vor Zentrifugationsbeginn eine Tren- 
nung von ReakBonspartnern gewahrleisten. 

35 

11. Vorriehtung nach Anspruch 5,6 Oder 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die. mit flussigem 
Oder gelartigem Medium vorgefaitten Reaktionsge- 
faBe (3) durch eine dunne Folie luftdicht verschlos- 
sen sind. « 

12. Vorriehtung nach Anspruch 5,6,10 oder 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB mehrere Reaktions- 
gefaBe (3) zu einem kompakten Kranz aus Kunst- 
stoff als Einmalartikel zusammengefaBt sind. « 

1 3. Vorriehtung nach Anspruch 5 oder 6, 

dadurch gekennzeichnet, daB ein Pipettiermeeha- 
nismus zur Vorgabe von Probe und Reagenz vor- 
gesehen ist. so 

14. Vorriehtung nach Anspruch 5,6 oder 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB eine irrtegrierte 
Waschstation zur Reinigung des Pipettiersystems 
existiert. ss 



15. Vorriehtung nach Anspruch 5.6 Oder 13, 

dadurch gekennzeichnet, daS in das Pipettiersy- 



6 



EP0 823 633A1 




7 



EP0823 633A1 



| Eutopaisches 
Patentamt 



EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT 



Numnxir <jer Anmeldun? 



EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 



EP 97112928.3 



dwnnaoeWiem<iTe.l« 



KUSSIHKATIOMOER 



EP 0225703 A2 

(BECTON, DICKINSON & COMPANY, 
INC.) 16. Junl 1987 
(16.06.87) , 

AnsprQche 1-5. 

EP 0194212 Al 
(LAPIERRE) 10. September 
1986 (10.09.86), 
AnsprQche. 

DE 4041554 C2 
( KOMANNS 1 24. JUT.i 1333 
(24.06.93) , 

ganzes Document. 

DB 3314961 Al 
(BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 
25. Oktober 1984 (25.10.84), 
AnsprQche . 

US 4135883 A 

(MCNEIL et al.) 23. Januar 
1979 (23.01.79), 
AnsprQche . 



G 01 N 33/48 
G 01 N 15/04 
G 01 N 21/64 
G 01 N 33/533 
G 01 N 33/536 
G 01 N 33/569 
B 04 B 5/04 



G 01 N 
B 04 B 



Der vortteq enda fl«cfi<xch«ADwcm wurda fur alia Patantonipf ucht tint 



WIEN 



AMcmulldaiumoaf 

05-11-1997 



Pruler 

SCHNASS 



KATEGORIE OER GENANNTEN OOKUMENTEN 
: von oesonderer Bedaulung alloin BeKachlol 
: ton oesonderer Bedaulung in Verbindung mit eini 

anderen Verdlfenllienung darselBen Kaiegone 
: lechnoiogischerHin'ergrund 
: nichKcnrililicheOllenoarung 



: Snares Pxenidotcument. uas iMoch erst am Oder 
naendem Anmeldedalum verollentlictilvrordenisl 
: inderAnmeldungangetuhrtcsOokumenl 
: aus anaern Griinoen angefuhnes Ookument 



8 



